




その他のタイトル New strategy of intravesical instillation





















研究成果の概要（和文）：膀胱癌は p16 の異常が発癌や進展に関係するとされ、臨床的にも 70%
の癌にその異常が認められると報告されている。本研究では、p16 とその制御系の異常を有す
る膀胱癌に対して、新しい導入用ペプチド Wr-T を用いた p16 機能性ペプチド導入療法の癌抑
制効果を基礎的に検討した。細胞株の検討では、ヒトおよびマウス膀胱癌細胞において、p16
の異常とその制御分子 Rb のリン酸化を伴う癌において p16 ペプチド導入は癌の増殖を抑制し
た。またマウスの移植腫瘍モデルでは、マウスおよびヒト膀胱癌細胞株の皮下移植腫瘍に対し、





研究成果の概要（英文）：P16, which is a key molecule of bladder tumor (BT) development, 
inhibits the tumor growth through maintaining the retinoblastoma protein (Rb) in its 
hypophosphorylated state. In clinical samples, it is reported that abnormal p16 was 
observed in approximately 70% of human BT. In this study, we investigated whether or not 
new peptide transporter system using Wr-T with minimum inhibitory sequence peptide of 
p16 (p16-MIS) could inhibit growth of BT. In vitro, peptide transfer with p16-MIS 
successfully inhibit the human and mouse bladder tumor cell line with absent p16 and 
phosphorylated Rb. In the in vivo study, both local and systemic administration of p16-MIS 
using Wr-T system inhibited the growth of subcutaneous BT graft in mice. In histological 
examination, p16-MIS transfer decreased the Rb phosphorylation and induced the 
apoptosis. Although animal model for intravesical transplantation of BT should be 
established, peptide transporter with p16-MIS and Wr-T might become a possible new 
treatment strategy by intravesical instillation. 
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常（Cancer Res 1994;54:784）を in vitro の
系や動物発癌モデルにて解析し、その p16 分
子 の 機 能 性 ペ プ チ ド (r9-p16 Minimal 





1998;16:587, PNAS 2003;100:13303, 






ーペプチド (Wr-T)システム (Mol Cancer 
Ther 2004;3:1623)を使用する。これは、ペプ
チド・蛋白分子の結合に機能するアミノ酸領


























タ ー ペ プ チ ド Wr-T ( ア ミ ノ 酸 配 列
KETWWETWWTEWWTEWSQGPGrrrrrrr
rr (r:D 体アルギニン) (Mol Cancer Ther 
2004;3:1623)、FITC 標識 r9-p16 MIS ペプチ
ドは BioGate(株) (山形)にて合成し、r9-p16 
MIS は ヒ ト 型 、 マ ウ ス 型 は 各 々
FLDTLVVLHR、FLDTLVVLHG (Fahraeus, et 
al. Oncogne 1998)とした。 
 
ペプチド導入：Wr-T と p16 ペプチドを室温
で 60 分間混合させた後、ペプチド導入を行
った。In vitro では最終濃度 Wr-T 5M、p16
を 8Mとし、in vivo実験では各々50nM、80nM









た p16 ペプチド導入後のリン酸化 Rb 発現の
変化を western blot にて検討する。 
 
RT-PCR：total RNA を各細胞から TRIzol 法
(Life technologie)で抽出し、cDNA を合成、PCR
を施行した。PCR プライマーは CDK4,CDK6、




ボンド P 膜に転写し、各抗体(抗 p16 抗体、抗





投与：4 週齢の Balb/c ヌードマウス 22 匹
に対して、2x106個/0.1mL PBS の MBT-2
マウス膀胱癌細胞株を臀部皮下に移植し





投与：4 週齢の雌性 KSN ヌードマウス 50














2) ヒト膀胱腫瘍皮下移植モデル： 4 週齢の
雌性 NOD-SCID マウスに前処置として
抗アシアロ GM1 抗体 0.1mg を 2 回投与
し、RT112 株ヒト膀胱癌細胞株 10x107
個/0.1mL PBS を臀部皮下に移植した。 
3) マウス膀胱癌細胞株同所移植モデル：8
















スコア化は強拡大で 200 核計測を 5 視野で行
った。またペプチド導入 48 時間後のアポト





 ヒト膀胱癌細胞株 10 株中、7 株において
mRNA および蛋白レベルで p16 の欠損と Rb
蛋白のリン酸化が認められた(図 1)。P53 の
下流分子である p21 と p27 は p16 欠損株の
ほとんどで発現しており、p16 が制御する
CDK4




























p16 を欠損し、マウス p16 機能性ペプチドの













マウスの皮下に移植した MBT-2 腫瘍が径 3mm
















瘍に対する p16 機能性ペプチド導入 
p16 欠損ヒト膀胱癌株 RT112 107個(100L
中)を高アシアロ GM1 抗体(0.1mg)で 2 回接
種で前処置した 4 週齢の雌性 NOD-SCID マ
ウス 30 匹の臀部皮下に接種し、ヒト膀胱癌
移植腫瘍を作成した。治療は各群 10匹とし、
①PBS 対照群、②ヒト p16 ペプチド単独群、
③ヒト p16 ペプチド+トランスポーターペプ



















として、マウス膀胱癌細胞株 MBT-2 106 個
/100L を 40 匹の 7 週齢雌性 C3H マウスの
膀胱に全身麻酔下に 24G 静脈留置針外套を
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